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in vitr oに お け る骨髄巨核球前駆細胞 の 増殖分化の 調 節に 関す る 知見 を得る た め に ， ラ ッ トに X線
全身照射 を行 い ， 骨髄細胞 の 減少， 血 小板減少を誘導し， ラ ッ トの 血祭中に お け る 巨核球成長刺激活性
亡Megaka ryo cyte gr o wth．pr o m oting a ctivityくM eg－ G P AJコをin vitr o巨核球コ ロ ニ
ー 形成法 を用 い て
測定 した． 血 祭は， 1 37Cs に よ り， 834r adの X 線全身照射後， 最初は 数時間間隔乳 後 に は数日間隔で 経時的
に X 線照射後21 日目ま で採取 し， メ チ ル セ ル ロ ー ス を用 い たin vitro巨核球 コ ロ ニ
ー 形成培養系 に 30％
の 濃度で添加され た． 血祭中 M eg－ G P A の経時的変動に は 2 つ の ピ
ー クが 認め られ た． 第1 の ピ ー クは照
射後 12時間目で， 骨髄巨核球減少ある い は 末棉血血小板数減少が生ずる 以 前で あ っ た ． 第 2 の ピー クは照
射後 10へ 14 日目で あり， 巨核球数はす で に回復 を始め た時期 で あ り， 血小板数 は まだ そ の 最低値 の 時期で
あ っ た ． 添加 した血襲濃度 と巨核球の 増殖と の関係を X 線照射後 11 日目 の ラ ッ トの血 祭 を用 い て 検討し
た が， 単巨核球の 出現は 30％以 下 の 低 い 血 祭濃度で も 多く み られ た が， クラ ス タ
ー く2 旬 3偶の 巨核球の
集塊I と コ ロ ニ ー く4個以上，形成 は30％が 至過渡度で あ っ た ． 40％の 血 賛濃度で は， 単巨核球， クラ ス
タ ー ， コ ロ ニ ー の い ずれ も が減少 した ． 照射後 11 日目の血費30％の 条件下 で は ， 植 え込 ん だ骨髄細胞数と
発育 した単巨核球数， ク ラス タ ー ， お よ び コ ロ ニ ー の 数の 関係 を調 べ た と こ ろ， い ずれ も ほ ぼ直線関係が
認め ら れた ． 以上 の結果か ら， X 線照射 を行っ た ラ ッ トは ， in viv oに お け る Meg．GP A と骨髄巨核球数
あ るい は， 末梢血血小板数 との 関連 をみ る上 で非常 に 優れ た 実験 モ デル で あ る と言え る．
Key w o rds m egaka ryo cyte gro wth－pr Om Oting a ctivity， Whole bodyirr adia
．
tio n， Plas m a
in vitr oに お ける 巨核球培養の 技術が開発 され て 以
来， 巨核 球 一 血小板産生系の 理 解 が よ り深 い も の と
な っ て き た． これ ま で 巨核球 コ ロ ニ ー 形式の た め に は
2－ m er C aptO etha n ol く2－M El
りあ る い は pokew eed
mitogenくP W Mナ2州 と と もに 培養した 脾細胞， それ に
W E H I－371， Buffalo r at liv e r叶な どか ら得 られ る上 澄
くc o nditio n ed m ediaIな どが 用 い られ て き たが ， そ の
精 し い 生理 学的 な意味 は不明 な点が 多か っ た ． 近年
Hoffm an ら91は 再生不良性貧 血 あ る い は骨髄 の 巨核
球数減少 を認める血小 板減少性紫斑病の 患者血清中に
は， 人臣核球 コ ロ ニ ー の 数お よ
，
び大 き さ を増強 させ る
因子 が含 まれ て い る こ と を報告 した． その 報告で は，
in vitr oに お ける巨核球 コ ロ ニ ー 刺激因子 の 産生 は，
末棉血に お ける血小板の減少 よ りも む しろ， 骨髄の 巨
核球の減少 に関連が よ り 深い の で は な い か と 推測 し
た
． 他方 これ とは対照的に ， 榎本
1軋 や河北 ら 川 は再生不
良性貧血だ けで は な く， 骨髄 中の 巨核球は通常はやや
増加 してい るか ， 正 常 であ る血 小 板減少性紫斑病患者
の 尿か らの 抽出物 も同様に in vitroに お けるマ ウス巨
核球 コ ロ ニ ー 産性 を刺激 し， さ ら に in vivo に おいて
も 巨核球 な ら び血小板増多 をも た ら す こ とを報告し
た
．
こ れ ら臨床の 場 か ら得ら れ た材料で 提起された疑
問 を解決す る ため に ， 実験的に 末棺血お よび骨髄の細
胞数減少を誘導 し， そ の モ デ ル を用 い て の 試みが巨核
球前駆細胞 の 増殖分化過程 を理解す る上 で 最も適して
い る と考え た． 本研究 で は， ラ ッ トに X 線の 全身照射
を行 っ た後 ， 血 祭 を－一 定の 間隔で 採取 し， 血祭中の巨
核球 コ ロ ニ ー 形成刺激活性 をin vitr oで 測定し， in
viマ0 に お け る骨髄巨核球数あ る い は 末棺血血小板数
の い ずれ が， M eg－G P Aの レ ベ ル と よ り関係が深い か
を明ら か に しよ うと 試み た． 本稿で は ， 巨核球コ ロ ニ
ー
刺 激 活性 くM egaka ryo cyte c olo ny－ Stim ulating
A bbr eviatio n s ニM eg－ G P A， M egakaryo cyte
－
gr O Wth pr o m oting activityi 2
－M E， 2．
Mercaptoethan ol三 P W M， Pokew e ed mitogen．
ラ ッ ト血 襲中の 巨核球成長刺激因子
activityl とい う言葉 を用 い る かわ り に ， 巨核球成長刺
激因子 亡M egakaryo cytegro wth
－
pr O m Oting a ctivity
朗eg．G P Alコを用 い た． そ の 理 由は， 本研究で 使用 し
た血祭は， 4個以上 の 巨核球 で 構成され る巨核球コ ロ
ニ ー の みな らず， 2個あ る い は 3偶の 巨核球の 集塊 で
定義さ れ る ク ラ ス タ
ー あ る い は single megakary－
ocyte くr 単巨核球J の 産生も促進 した か ら で ある．
材料お よ び方法
I． 使用動物と X 線照 射
体重250ル 300g の 雄 Lo ng－Ev a n s系 ラ ッ ト くBlu e
SpruC eFa r m s， Alta mont，N． Y．1 を使用 した ． X線
照射に は Cesium 137の 照射器 を用 い ， 1 回 に 4 へ 6
匹のラ ッ ト を ラ ッ ト ホ
ー ル ダ ー に 固定 し， 417r adノ
min の照射量で 2分間く総量 834r adl照 射 した ． X 線
照射後ラ ッ トに は フ ィ ル タ ー を通し紫外線 を あ て た水
を与え感染を予防した ．
王 ． 血液の サ ン プ リ ン グ
ラ ッ トを エ ー テ ル に て麻酔 し， 足の 外側静脈 よ り27
ゲ ー ジ針を用 い て血液を採取 した． 血小板数 の算定に
は，10ノJlの 血液 を1 ％篠酸ア ン モ ニ ウム 0．99ml と混
合し， 位相差顕微鏡 を用 い た． ヘ マ ト ク リ ッ ト は75
m m の ヘ パ リ ン 化した微量管 を用 い て 測定 した． M eg－
GP Aの 測定を行う 血液 は， エ ー テ ル 麻酔 を した ラ ッ ト
の腹部大動脈か ら 300u nits の ヘ パ リ ン を 含 む注射器
にて採取した． 3 ない し 4 匹 の ラッ トよ り採取 した血
液をプ ー ル し， 血 祭を分離後 M eg－ G P A の測定 まで 一
紺C で保存した．
u
． ラ ッ ト骨髄中の 巨核球数の 算定
ラ ッ トの 胸骨より骨髄切片 を採取 し， B－5 fix ativ e
で固定， 脱灰後 へ マ ト キ シ ン ． エ オ ジ ン に て 染色を施
した
． 平均巨核球数を X500倍率 に て算定 した ． そ れ ぞ
れのラ ッ トの 胸骨骨髄の 縦 一 列全部の 巨核球を数 え，
X 線未照射ラ ッ トの 巨核球数 に 対 す る 百分率 を も っ
て表した
． 巨核球数は巨核球の 大き さ に よ る補正 は行
わなかっ た．
軋 骨髄 巨核球直径 の 測 定
接眼鏡内の マ イ ク ロ メ ー タ ー を用 い て 3 ない し4 匹
のラ ッ ト胸骨骨髄切片か ら， そ れ ぞれ 50の 巨核球を任
意に選び， その 直径を X 1250の 倍率下 で測定 した．
V ， 骨髄細胞培養
エ ー テ ル 麻酔を した ラ ッ トを脱 血 に よ り絶命 させ ，
脛骨から骨髄を得た． 骨髄 は 3 mlの AIpha M edia で
注意深く ピペ ッ ト を用 い て か く拝 し， さ ら に細胞 の 凝
塊を除くた め， 25ゲ ー ジの 針を通過 させ た 徽 細胞培
養に供する まで水中に 保存 した． 骨髄巨核球の 培養は
Messnerら1 21に よ っ て記載さ れた 方法 に 準 じ， 一 部改
735
変 して行 っ た ． 即 ち， 本実験で は c o nditio n ed m edia
を全く用 い ず， 代 りに 被検血菜検体 を添加 した． 2 X
lO5個 の 骨髄細胞 を最終濃度 5 XlO－ 5M 2－M Eお よ び
1．1％メ チ ル セ ル ロ ー ス を含 むIs c o v eの Dulbe c c o，s
m ediu m くGI B C O， Gr a nd Isla nd， N ． Y．Jlmlに植 え込
んだ
．
さ ら に M eg－ G P A を測定 しよ うと す る被検血祭
を最終濃度 30％と な る よう に添加 した ． これ ら を 35
m m の プラ ス チ ッ ク 皿 く5221－ R Flow Labo r ato rie s，
McLea n， V． A ．1 に 無菌的に植 え込 み C O2貯卵簾中で
5％C O2，37
0
Cの条件下で 7 日間培養 した． 同 一 検体は
そ れぞ れ 4個の培養皿 を使用 した．
VI． メ チ ル セ ル ロ ー ス 培養液中に 増殖 した 巨核球 の
同定
ラ ッ ト骨髄細胞の中 で 巨核球 な らび に その 前駆細胞
は組織化学的に アセ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ活性 を有
する唯 一 の 細胞 で ある 瑚1弟
．
それ ゆ え， Ka rno vsky と
Ro ots の ア セ チル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ染色法1引の変法
に よ り， 巨核球 を固定 した． す なわ ち 7日 間の培養 の
後培地に 直接 5 ml の アセ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 基
質く0．2 M クエ ン 酸， pH 5．8 に 瀞 掛 を静か に加 え，
30へ 40分間室温 に 放置した ． ア セ チ ル コ リ ン 陽性細胞
は4個以 上 の密 に 集 っ たも の を コ ロ ニ ー ， 2 へ 3偶の
集塊をク ラ ス タ ー ， 1個 を単巨核球 と同定 した．
WI． 統計学的検討
成績は Stude nt，st．te st を用 い ， 推計学的に検討 を加
え， pく0．05 の時 を有意差 あり と判定した ．
成 績
工 ． 巨核球と血 小 板の 推移
図1 に ラ ッ トの 全身 X 線照射後 21 日目ま で の骨鱒
巨核球数お よ び末梢血血小板数の 推移 を示 す． 照射後
1日 乱 巨核球 と血小板数は統計学的に 有意 な差 は認
めな か っ た が， 対照値 くX線照射前値1 の レ ベ ル を 一
時越える傾向が認め ら れ た
． く血小 板 pく0．30， 巨核球
pく0■151， そ の 後， 巨核球数は 3 日目ま で に 対照の 1ノ
2 に減少くpく0．005う， 7日 日に は コ ン ト ロ ー ル の 10％
以 下に ま で 低下 した． 血 小板数は ， 巨核球の 減少 よ り
2 日程遅れ て 同 じよう に 減少 した． X線照射10日後，
巨核球 の 増多が は じま り， 血 小板数 も巨核球数に 約4
日 間遅れ て増多を示 した
．
Il． 骨髄巨 核球直径 の 推移
骨髄巨核球の 直径 は， X 線照射後増多を示 し， 8日
目 に は対照よ り約 30％大 きく な りくpく0．0引， そ の後
も同 じよう な レ ベ ル を保 っ た ． こ の 結果 は E bbe ら の
報告岬 と 同様の 傾向で あ っ た ．
III． X 練絹 射後 の ヘ マ トク リ ッ トの推移
図3 に X 線 834r ad 照 射後の ヘ マ トク リ ッ トの 推
736
移を示 す ． 5 日目ま で は幾分増多傾向を示 した が く最
高値48％， pく0．1引 その 後減少 し， 12日 目 に は 28％
とな り くpく0．00引， X 線照射後 21日目 まで に は ヘ マ
トク リ ッ トは ほ とん ど正 常値 に ま で 復し た．
王V ． 巨核球コ ロ ニ ー の 同 定
X 線未照射 の 正 常 ラ ッ ト血 祭 を 用 い た 場合巨核球
コ ロ ニ ー 形成は なく ， ク ラス タ ー お よび単 巨核球の み
が観察さ れた ． 一 方 ， X 線照 射 を行 っ た ラ ッ トの 血 祭
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Fig， 2． M egaka ryo cyte dia m eter afte rir radiatio n
く834radI． Ea ch point repre s ents the m e a n士
S E M fo r c e11sfr o m3 0 r4r ats， e X C eptfo rdays8
Whe n s e ctio n s w e r e obtain ed o n only 2 r ats三
Value sa re e xpr es sed a spe r ce ntage ofu ntrQated
C O ntr OIs． T he c o ntrol m egaka ryo cyte dia m ete r
W a S20士0．5FE mく4 r atsl．
の 細胞よ り角 ば っ て大 きく ， ま た細胞質は光の 透過性
が強く ， 光 の 屈折性の 強 い 細胞膜 に も 特徴が認められ
る． アセ チ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ染色で これ らの細胞
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Fig． 3． Hem ato crit of rats afte rirr adiationく834
radl． Ea ch point repre sentsthe m e a n士S E M for
3 0 r4 rats．
Fig． 4． Ex m aple of r at m egakaryo cyte C
Olony
afte r c ult．u ringfo r7 days． くAJUn stain edc olony
くn ote refr a cto ry c ell bo rder and r ather angular
shapelこくBI sa m e c olony a sA， Sho wing positive
r e a ction afte r30 min－in cubatio n with m odified
a c etylcholin e ste r a s e s ubstrate added dire
ctlyto
the dish．
ラ ッ rl 血 婆中の 巨核球成長刺激因子
V ． X 線照射後 の血 紫 M eg－ G P Aの 推移
図5に 照射後24 時間以内の ， ま た図 6 に そ の 後の
MegJGP Aの 推移 を示 す ． M eg－G P Aの 経時的変動 に
は2つ の ピ
ー ク が 認め られ た． 第 1 のピ ー ク は非常に
早く， 照射後12時間で あ り， 骨髄細胞 2 X lO
5
あ た り平
均40個 の 単巨核球， 8 偶の ク ラ ス タ ー ， 3偶 の コ ロ
ニ ー を刺激し た． これ は ， 照射1 日目の in vivo に お
ける巨核球数の 増多 く図 1う に 先が けて 認 め られ た．
照射12時間日の ラ ッ トか ら得ら れ た血紫 は， 顆粒球－
マ ク ロ フ ァ
ー ジ 系 前駆 細 胞 くc olo nyqfo r ming u nit
gra n ulocyte a nd m a c r ophagel や Dim etho xy
ben zid ine 陽性細胞の 形成 も促 した． 放射線 照射後 12
時間目よ り Meg－ G P A は 24 時間 ま で に は急速 に 減少
した． Meg－G P Aの 第2 の ピ ー ク は照射後 10へ 14 日目
に認められ ， こ の 時期 は末梢血血 小 板数が最低値 を
とっ た時期と 一 致 したく図 61． それ以 後， 巨核球 コ ロ
ニ ー 刺激活性は徐々 に 低下 し， 放射線照 射後21日目 に
はほぼ消失した． 単 巨核球と ク ラス タ ー 形成 は， コ ロ
ニ ー 形成と類似 した パ タ ー ン を示 し たが ， コ ロ ニ ー 数
よりも多く， よ り長期 に 持続 した ． す なわ ち照 射後 21
日臥 実験終了時点 で も 依然と して有意の ク ラ ス タ ー
および単巨核球の 形成が認め られ た．
椚 ． im Yitr oに お ける 巨核球 の 増殖と 血渡濃度と の
関係
図7 に培養系の血 祭の 濃度と各巨核球 の 増殖数と の
関係を示 した． コ ロ ニ ー ． ク ラ ス タ ー ， 単 巨核球そ れ
ぞれに お い て 30％の 濃度 の 血 祭 を用 い た 場合が 至 適
条件とな っ た
．
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Fig．5． Megaka ryocyte gr o wth－Pr O mOting a ctivity
Ofpla s m ac olle cted e a rly afte rirr adiation く834
radl． Open circles三 COlo nies of 4 0 r mO r e
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m egaka ryo cytes－ Ea ch point repre se nts the
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737
比 べ て コ ロ ニ ー の 形 成は 非常 に 悪 く， 単巨核球の 比率
が増加し た
． 血 祭濾度 を 40％に す る と， コ ロ ニ ー ， ク
ラ ス タ ー お よ び単 巨核球 す べ て が減少した ．
VIl． 培養 に 供 した 骨髄 細胞数in Yitr oに 右 け る 巨
核球形 成と の 関連
X線照射後 11日目の 血栄 30％を用 い ， 植 え込 ん だ
細胞数と 形成 され た 巨核球との 関連 を検索 した
． 図8
に 見ら れ る よ う に ， 植 え込 ん だ細胞数と巨核球 コ ロ
ニ ー の 相関係数 r は 0．94くpく0．021 とな っ た ． ま た
最小二 乗法に よ り 回帰直線 を求めた と こ ろ， 回帰係数
は5．19， inte rc ept は 0．14 の 数字を得た
．
クラ ス タ ー
は ， r ニ 0．954くpく0．02ユ， 回帰直線は回 帰係数は 4．62，
inter c eptは 1．10 で コ ロ ニ ー と 非常 に 似 た 値 と な っ
た ． こ れ ら と は対照的 に ， 単巨核球 に お い て は， 回帰
係数 は10．80 とコ ロ ニ ー やク ラ ス タ ー の 2倍 の 値 を示
した が inte r c ept は 1 ．59で コ ロ ニ ー や ク ラ ス タ ー と
同様で あ っ た ■ 相関係数 r は 0．986くpく0．005っと 高い
値 を示 した．
Y軋 in Yitro に お け る 巨核球 形成 と 2棚 E の 役割
in vitro m egaka ryo cyte形成 に お け る 2TM Eの 役
割を検討す るた め， 2－M E を培養系 に 添加 し た場合と
無添加の 場合 を比較 し た． X 線照 射後 11日 目の ラ ッ
ト血 祭を用 い ， 培養開始後 7日目 に ， 単巨核軌 ク ラ
ス タ ー お よ び コ ロ ニ ー 数 を算定 した
． 表 1に 示 す よ う
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ラ ス タ ー お よび単 巨核球は それ ぞれ 加 えた群の 約半数




















































10 20 50 4 0
PIo s m o c o n ce nfroイionin c ulfu reく％I
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clusters or c ol nie sくm ea n士S E Ml gr o w nfr o m
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m a rr o w c e11sin r eplic ate dishe s．
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考 察
こ れ ま でin vitro細 胞培嚢系に お け る巨核球コ ロ
ニ ー 形成の 研究 は， その コ ロ ニ ー 形成促進因子 として，
主 に 各種培養細胞系の C O ndito n ed m edia を用いて
行 わ れ てき た が ， それ らの 生体内 に お け る造血 幹細胞
の増殖 ． 分化 に 対す る役割， 特 に 生体 内に お ける巨核
球 一 血 小板産生系の 調節制御と の 関連 は不 明な点がは
な はだ 多か っ た ．
今回 の 研究 は ラ ッ トに X 線 を照射 した 徽 経時的に
血 祭 を 採取 し M eg－GP Aを 測定 し た も の で ある．
M es sn erら1 21は血 祭を用 い た場合， 血 清よ りも巨核球
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Fig． 8． M egaka ryo cyte gr o wth in vitr o v ersuS
n u mber of c ells plated． Solidcir c elsiSingle
m egaka ryo cyte s， S Olidtriangle sニ Clu ster of
20r3
m egaka ryo cyte s， Open Cir cle sニ C Olo nies
of 40r
m o r e m egaka ryocyte s． Solid lin esi plas m a
c 。Ile cted ll days afte rirr adiation く834r aの，
br oke nlin e si pla s m afr o m u ntreated r ats．
Table l． E ffe ct of 2－ m er C aptO etha n olo n m egakayo cytefo r m ationin c e
llc ultu re
M egakaryo cyte gro wth fr o m2xl O
5 m arr o w cells
ホ
2－M er c apto etha n ol
sl ngle clu ster c olo ny
5xlO－5M 27．5士2．6醇 14．5士2 ．2
n o n e 16．5士0 ．5 8．5士1．5
12，0土0．8
5，5土1．0
＋ C ultu re s c ontain ed 30％ pla s m a c ollected fr o m r ats ll days po stirr adiatio n．
弁 Me a n士S E M． くn ニ 4J
In this e xper m e nt， CO ntr OI c ultures with 30％ plas m afr o m u ntre ated rats a nd 5
x
lON5M 2－ m e rC aptO etha n oIc o ntain ed 7．0土0－6 single m egaka ryo cyte s， 2．5士 1．9 m ega
，
karyocyte clu ster s， and n o m egaka ryo cyte c olo nies．
ラ ッ ト血 柴中の 巨核球成長刺激因子
Vain chenker
1 7恨 ヒ ト血 清中に は 巨核球 コ ロ ニ ー の 形
成を抑制する因子 が含ま れ てい る と述 べ て い る ． こ の
ため本研究で は， 血 清を用 い る か わ り に 血梁 を使用 し
ナ，
Meg．GP Aの 変動 に は 2 つ の ピ ー ク が 認め ら れ， 第
1 はX 線照射後 12時間臥 生体内に お い て， 骨髄 巨核
球数あるい は末輸血血 小 板数が減少す る以 前， む し ろ
一 時的に 増加する 時期で あ っ た ． こ の 反 応の 機序 は明
らかではな い が， 最近の 報告 弼 に よ ると ， 細胞培養系 に
放射線照射を行 っ た 骨髄細胞 を添 加 す る と 各種 コ ロ
ニ ー 形成が促進さ れ る事が述 べ られ て お り， 成長刺激
因子が X 線照 射12時間日頃放射線 に よ っ て 障害 を受
けた細胞か ら遊離 され る の で あ ろ う と 推論 さ れ て い
る
．
X 線照射 をし たラ ッ トか らの 血 祭がin viv oに お
い て白血 球増多を惹起す る事も 知られ て い るl鋸． O dell
ら細 川 は骨髄中の 巨核球数と末棉血中の 血 小板数 が X
線照射後1日 臥 や や増加 する事 を報告 して い るが，
本案験に お い て も 巨核球数 と血 小板数の 変動 に つ い て
同様の結果が得られ た．
Meg．G P Aの X 線照射後 10へ 14日日に お ける 第 2
のピ ー ク は， お そ らく 巨核球数お よ び血 小板数の 減少
と結び つ い て い る と 思 わ れ る． 前 述 し た よ う に
Hoffm a nら射は再生不良性貧血 お よ び 血 小 板減少性
紫斑病の 患者血清 を用 い て の 研究 で ，in viマ0 に お け る
巨核球産生刺激因子 の 産生は末梢血血小板数の 減少 よ
りも， むしろ骨髄巨核球数の 減少 に よ り深 く 関連 が あ
ると述べ てい る
． 本研究 に よ ると Meg－G P Aの 高 い 時
期は， 巨核球数が減少 し た時期と い う よ り， む しろ血
小板数が最も低下 した時期と よ り強く関連 して い ると
思われたく図61． しか し， こ の 間題 は い く つ か の 研究
室で， 抗血小板抗体 を用 い 血小板減少 を誘 導 した動物
実験で相反す る結果が出て い る こ と か らも 早急な結論
は出せない よ う に 思わ れ る． Le vin ら5一は ， 血小板特異
血清を注射す る事に より ， 血 小 板減少 を惹起 し た ウサ
ギの血祭は， 巨核球 コ ロ ニ ー 形成を刺激 しな い 事 を見
出した． これ に 反 し Nakeff ら2 2鳩 抗血小板血清 を用
い， 血小板減少 をひき お こ した マ ウ ス の 血 清は， 巨核
球コ ロ ニ ー 形成 を促 した事 を報告し て い る ． Levin ら5，
は， 抗血 小板抗体の 注射 が， 他の 血 液前駆細胞 に も 影
響を与え， そ の 反応 は当初予想さ れ たよ う な単純な も
の ではない の かも しれ な い と述 べ て い る
．
この 間題 を
解決する ため に は， さ ら に 多く の 研 究 を要 す るも の と
思われる．
放射線照射後は， 血液 あ る い は血 祭量 に 変化が起 こ
り，照射後5 日間の ヘ マ トク リ ッ トの 変動 は必ず しも，
血流中に お ける赤血 球数 の 実際の 変化を あ らわ して い
るもので はない 事 はよ く知 られ て い る． 実験後半 くX
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線照 射 10 日目 へ 19日目1 に お ける ヘ マ トク リ ッ ト の
減少は 主と して ， 赤血球系細胞増殖の 低下 な らび に 出
血 に よ るも の の 両者が 関与 して い る23 ，． これ ま で， 巨核
球 コ ロ ニ ー 培養系 に お い て ， エ リス ロ ポ エ チ ン の 持 つ
役割が強調され て き たが2 4ト28，， 本研究に お い て， ヘ マ
ト ク リ ッ トと M eg－G P A の間 に 時 に は っ き り し た 相
関は認め られ なか っ た
．
前述 した よう に， 本研究に お い て は， X 線照射後 11
日目 の ラ ッ トの 血祭 を用 い ， 巨核球 コ ロ ニ ー の 形 成を
調べ る と とも に ， 単巨核球お よ び 2な い し 3個の 巨核
球で構成 され て い るク ラ ス タ ー に つ い ても検討 した．
単巨核球 に 関し て は， これ ま で も幾つ か の 報告が あ る
が7I2 5j 2 71， 本研究に お い て も， 30％の X 線照射ラ ッ トか
らの 血祭 を刺激因子 と し て用 い る こ と に よ り， 骨髄細
胞2 XlO5あ たり 18．5へ 54．0く平均 32． 71の単巨核球 を
得た． これ は X 線照射 ラ ッ ト血 紫を刺激因子 と し て 用
い る事 に よ り， 骨髄 中の 血液幹細胞が in vitro で 巨核
球 へ と分化す る事を示 す も の で ある． 単巨核球 を形成
す る血 液前駆細胞が， コ ロ ニ ー 形成 の 前駆細胞 より も，
刺激因子 に 対 して よ り感受性が 高い 事は， く11単巨核球
とク ラ ス タ ー に 対 す る刺激因子 が， 放射線照射後 コ ロ
ニ ー に対 する 刺激因子 よ り も早く出現し， か つ 遅く ま
で 残る事く図 6う， く2jlO％濃度の放射線照射血奨で も，
30％の 血祭の 場合の 2ノ3 もの 単 巨核球を刺激 する の に
対 して ， コ ロ ニ ー の 形成 は全く促 さな か っ た事く図 7ユ，
相通去 の報告で， 急激な血小板減少を起 こ した直後，
数時間で in viv oに お い てア セ チル コ リ ン エ ス テ ラ ー
ゼ陽性細胞， す なわ ち巨核球の 前駆細胞と考 えられ る
細胞の 増加を認 めた 川 抽 が， 急激な血 小板減少 を引き
お こ し て も， 数 日後に な るま で in vitr oに お い て 巨核
球 コ ロ ニ ー 形成細胞 の 変化を認め な か っ た5j2 9Iな どの
例が ある 事よ り推測で き る． W illia m sら3 01は， 2つ の
刺激因子 が 巨核球 コ ロ ニ ー 形成の 過程で 必 要 で あ ると
述 べ て い る ． 1 つ は 巨 核球 コ ロ ニ ー 形成刺激因 子
くMegaka ryo cyte c olo ny－Stim ulating fa ctorJ と呼
ば れる も の で， 細胞分裂 ひ い て は コ ロ ニ ー 形成 を刺激
す る因子 で あり ， 他 は巨核球分化刺激因子 と も言 える
も の で ， 巨核球 へ の 分化 を刺激し， コ ロ ニ ー の 大き さ
と コ ロ ニ ー を形 成 し て い る細胞 の ploidy と細胞容積
の 増加 を促す も の で あ る ． こ れ ら 2 つ の 因子 の 存在 を
前提に し て 考え る と， 本実験系に お い て ， X 線 捌離乳
早期あ る い は 晩期の 単巨核球お よ びク ラ ス タ ー 刺激因
子 が コ ロ ニ ー 形成刺激因子 に比 べ て ， よ り高い こ とが
容易に 説明 で き る． つ ま り， 単 巨核球 へ の 分化を促す
巨核球 分化刺激因子 が ， この 実験 中の 初期お よ び晩期
に 存在 する 一 九 巨核球 コ ロ ニ ー 形成刺激因子 は ラ ッ
ト生 体の 中 で X 線照射第 2週 に 主 と し て生産さ れ る
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との 解釈 であ る． 別の 説明 と して は ， 放射線照射 ラ ッ
ト か ら の血 簗中 に 含 まれ る の は 1 つの 因 子 だ けで あ
り， た だ 巨核球 コ ロ ニ ー 形成の た め に は， 単巨核球あ
る い は ク ラ ス タ ー 形成の 場合 に 必要な量以 上 に 多くの
田子 が必 要とさ れ ると い う もの で あ る．
巨核球 コ ロ ニ ー に 関 して は， こ れ ま で 多くの研究室
か らさ ま ざ まの 報告が あ り， 多く の 矛盾点が指摘 され ，
ま た そ れ ぞ れ の 結果 の 比 較 も 困難で あ っ た ． 最近の
Le Yin の 報告31さで 見られ る よ う に ， そ の 混 乱 の 原 因の
い く つ か は現在使 われ て い る 巨核球培養系が複雑な事
であり ， か つ 刺激因子 と して 使わ れ て い る物質の物理
的， 生化学的特徴が よ く わ か っ てい な い た め で あ ろう
と思わ れ る． 巨核球 コ ロ ニ ー を得 るた め に は， 胎 児仔
牛血清1 剃
一郎 細
， 馬血清3 2購I， ヒ ト血 清3 413引 ， な どの 蛋
白複合体 の 他 に ， C O ndito n ed m edialト8I， エ リス ロ ポ
エ チ ン2 4卜2 6I， ある い は 血小 板減少症の 患者 か ら得られ
た血清9 肺 や尿抽出物 坤1 1抑 381が必 要で あ る． その 中で
も， と り わ け c o nditio n ed m edia の 多様性が ， 研究の
進歩の妨 げ とな っ てい る の か も しれ な い ． X 線 照射 を
し た ラ ッ ト血 祭 を用 い る事 に よ り， 巨核球培養系を よ
り簡素 に ， か つ 再現性の ある もの に す る事が で き る．
X 線照射後 11日 目の血蒙 を用 い た場合， 培養 に供 し
た骨髄細胞数と形成さ れ た コ ロ ニ ー ， ク ラ ス タ ー お よ
び単巨核球数と の 間に ， ほ ぼ 0点 を通る直線関係 が認
め られ た ． こ の こ と は， 本実験系 を利用 して ， 骨髄巨
核球前駆細胞 の 定量的測定 が可能 で あ る事 を意味す
る
．
2－M Eは この 系に お い て ， 培養条件を 至適 なも の と
す るた め に 不可欠の よ う に 思われ る．
結 論
i工I Viv oに お ける 巨核球前駆細胞増殖調節機構 に つ
い て の 知見 を得る ため に ， X 線全身照射 ラ ッ トモ デ ル
を 開発 し， そ の 血祭中の巨核球成長刺激因子 くM eg－
G P Al をin vitr o巨核球コ ロ ニ ー 形成法 で測定 し， 以
下の 結論 を得た．
郁． X 線照射後の経時的変動で， 2 つ の M eg－G P A
の ピ ー ク が認 め られた ． 第 1 は， X 線照射後 12時間目
で あり， 第 2 は照射後10ノ ー ー ノ14日目 で ， こ の 第 2 の ピー
ク は末 棉血 血小板減少の時期 と ほ ぼ 一 致 す る も の で
あ っ た ．
ほ1 巨核球コ ロ ニ ー 刺激活性 は X 線 照射後21 日目
まで に 消失す るが ， 巨核球 ク ラス タ ー ， な らび に 単巨
核球形成刺激活性 はよ り長期 に残存 し た．
く封 本実験系にお け る至 適血祭濃度 は， 巨核球 コ ロ
ニ ー
， ク ラス タ ー ， 単 巨核球と も 30％で あっ た
．
く41 ヘ マ トク リ ッ トと M eg．GP Aの 間 に は 特 に 明
瞭な相関 は認めら れ なか っ た ．
刷 植 え込 ん だ 骨髄細胞数と コ ロ ニ ー ， ク ラ スタ ー ，
単巨核球形成刺激活性 の 間 に は直線関係が成立した
．
く引 本培養系 に お い て 6－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ルは
5 X lO．5M の 濃度で， 巨核球形成刺激活性を増強した
．
く7I X線全身照射 を行 っ た ラ ッ トモ デ ル は骨髄細
胞培養系に お い て ， 単 に 今ま で なか っ た M eg－GP Aの
信頼性 あ る， か つ 再現性の 強い 供給源で ある のみなら
ず ， M eg－G P A と in viv oに お ける 巨核球数ある いは
血小板数 との 関連 を研究す る上 に お い て非常に有用な
モ デ ル で あ り， 骨髄移植の実験 モ デ ル と し ても応用で
き る．
t81 X 線照 射 ラ ッ トか ら得 られ る血祭 はin vitr。に
お い て の 単巨核球， 巨核球 コ ロ ニ ー の 分化 にお ける分
類体系を確立 す る た め の 刺激因子 と して非常に有用で
あ る と考 える
．
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Follo wing W hole Body Irradiatio n Masayoshi Miu ra， Departm ent of Pediatrics， Schoolof
Medicine
，
K an aZa W aUniversity， Ka n az aw a920－ J．Ju ze nMed． So c． 94， 7 34－74 3く19851
Key w ordsニ m egakaryo cyte gr o wth－PrO m Oting a ctl Vlty， Wholebodyirradiatio n， plas m a
Abstract
To gal nin sight into the r egulatio n of m egaka ryo cyte pr e c uso rsin viv o， W e a S S ayed in vitro
m egaka ryo cyte gr o wth
－Pr O m Oting a ctivityくM eg－G P AJin the pla s m a of r atsin which both m a．
r r o why popla sia a nd t hro m bo cytopenia had be e nindu c ed byir radiatio n． Rats re c eiv ed whole
body irradiatio n of 83 4rad fr o m
1 3 7
cs sour c e． plasm a w as c olle cted c o n s e c utiv ely at v ario u s
inte rv als of hou r sto days， uP t hr o ught he 2 1st day of po stir r adiatio n， a nd w a ste sted， ata
co nc entratio n of 3 0％， fo r Meg－ G P Ao n bo n e m a r r o w c ells c ultu r ed in the mediu m c o ntaining
l
．
1％ m ethylc ellulo se with 5xl O
－ 5
M 2－ m er C aPtO etha n ol． Withn o r mal r at pla s m a， n O mega
－
ka ryocyte colo nie sくdefin das2 4 m ．egakaryo cyteJ w e r e se e n ad only a fe w single m egakaryo
－
cytes a nd clu stersくdefind a s2 0 r3 m egaka ryocyteJ w e re fo r m ed． Tw o pe aks ofpla sm a Meg
．
G P Aw e reobse rved afte rirradiatio n． The first ap pe a red at 1 2 hr， befo r e a ny de c re as ein m arr
O W
m egakaryocyte concentratio n o rplatelet c o u nt． T he s e c o nd o c c u rr ed o n days 1 0
－1 4after
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irr adiatio n， afterthe n adir in m egaka ryo cyte c o n c e ntr atio n and w hile platelet c ounts w e reat
theirlo we st le v els－ A do s e r e spon se study of plasm a c o n c e ntr atio n a nd m egakaryo cytegr o wth，
using plas
m a colle cted l l days po stirr adiatio n， de m o n str ated t hatpatte r n sof megaka ryocyte
gro wth w er e r elate
d to plasm a c o n c e ntrationin the c ultu r em ediu mifo r mation ofsingle m egak－
aryo cyte s w as
optim al o v e ra r a nge of 20％－3 0％ plas ma c o n c e ntr atio n， While cluster and colony
for matio n w er e optim al at a plasm a c o n c e ntr ation of3 0％． A ll fo r ms of m egaka ryocyte gr o wth
w e re de c re a s ed wit h 4 0％ plasm a． T he re w a s aline a r relatio nshipbetw e e nt he n umber of bo n e
marr o wc ellsplated a nd gr o wthofsigle c ells， Cluste rs a nd c olo nie susing a c o nce ntr atio n of 3 0％
plasm a c olle cted l l days afte rirr adiatio n． W e c o n clude t hat irr adiation c a u s etim e －related
in cr eas esin cir c ulating m egaka ryo cyte gro wtlトPr O m Oting activity． W e suggest t hat a nir radiated
ratis a go od m odel fo rstudying the r elatio nships betw e e nM eg
－G PA a nd m egaka ryo cyte o r
platelet c o nc e ntr atio nin viv o．
